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RESUMEN
El interés de estudiar los microorganismos en abrigos y cuevas con pinturas y grabados reside en que
controlan o inducen procesos de deterioro. Mediante la utilización de las técnicas moleculares basadas
en el ADN y ARN se pueden detectar los microorganismos presentes más abundantes y aquellos que
muestran mayor actividad metabólica en un determinado hábitat sin necesidad de cultivarlos. La detec-
ción de microorganismos metabólicamente activos permite determinar aquellos que participan directa-
mente en procesos de biodeterioro. La utilización de técnicas de análisis de imagen, por otra parte, per-
mite la visualización de elementos difícilmente apreciables a simple vista y la evaluación y monitorización
de todo tipo de fenómenos que afecten a la conservación de dichos enclaves únicos. Complementando
resultados de estos dos tipos de técnicas se podrán diseñar estrategias sólidas de conservación.
ABSTRACT
The interest of studying microorganisms present in caves and shelters with paintings and engravings lies
in their control or induction of biodeterioration processes. Utilizing DNA and RNA-based molecular
techniques the detection of the most abundant microorganisms and those presenting significant
metabolic activity in any habitat is made possible without the need for culturing. The detection of
metabolically active microorganisms is useful to determine those directly involved in biodeterioration in
caves and shelters with prehistoric representations. The utilization of image analysis techniques allows the
visualization of elements hidden to the naked eye and the evaluation and monitoring of all sort of
phenomena affecting the conservation of these unique sites and their paintings and engravings, as well as
the planning of conservation strategies.
Palabras clave: Fuente del Trucho, Muriecho L, arte rupestre, biodeterioro, técnicas moleculares, análi-
sis de imagen, Paleolítico.




















En el marco del Proyecto de Investigación “Estudio integrado de los factores de deterioro de los sustra-
tos rocosos del arte rupestre en Aragón: parámetros ambientales, geológicos y biológicos”, cuyos objeti-
vos son el objeto de otra comunicación a este congreso (Alloza et al., 2007) se han muestreado los abri-
gos de Fuente del Trucho y Muriecho L, ambos en el término municipal de Colungo, Huesca (Figura 1).
Se trata de dos abrigos de diferentes tipología, programa iconográfico y cronología que presentan pro-


















Figura 1. Plano de situación de los dos abrigos objeto de estudio. Fuente del Trucho (A) y Muriecho L (B).
A partir de Baldellou et al. (2000) y Mir y Salas (2000).
Dentro de un enfoque global, que entiende cada localización con arte rupestre como un sistema natural
complejo, se ha comenzado la caracterización de dos de sus elementos constituyentes: por un lado, los
elementos bióticos presentes en los mismos, y por otro, la definición de los elementos pictóricos en su
dimensión espacial.
Las comunidades microbianas naturales resultan complejas y difíciles de estudiar debido, principalmente,
a su pequeño tamaño y a su elevada diversidad. Los microorganismos juegan un papel importante en los
ecosistemas y los abrigos con manifestaciones rupestres no son una excepción. Son capaces de desa-
rrollarse prácticamente en cualquier hábitat, participando y regulando los ciclos biogeoquímicos de los
elementos (Whitman et al., 1998; Northup y Lavoie, 2001).
Entre otros motivos, el interés de estudiar los microorganismos en abrigos y cuevas reside en que con-
trolan o inducen procesos de deterioro (Cañaveras et al., 2001; Northup et al., 1997, 2003). El desarrollo
de microorganismos conlleva, por un lado, procesos destructivos que causan la desintegración parcial o
total del sustrato (roca, espeleotemas o pigmentos) y por otro lado, procesos constructivos que cubren o
deterioran el sustrato (formaciones de tipos específicos de espeleotemas, moonmilk, depósitos de sales,
etc.). El crecimiento microbiano concentrado en puntos determinados da lugar a colonizaciones por acu-
mulación de un número elevado de microorganismos. Por tanto, la colonización biológica se presenta
como un problema importante que afecta a la conservación de abrigos con pinturas rupestres.
Con objeto de estudiar las comunidades microbianas y determinar los distintos microorganismos que las
componen se han propuesto métodos como la microscopía, el empleo de cultivos y recientemente se ha
introducido el empleo de técnicas moleculares, fundamentalmente aquellas basadas en ácidos nucleicos.
Hoy en día se acepta que los métodos tradicionales de cultivo sólo permiten detectar menos del 1% de
los microorganismos presentes en cualquier ecosistema natural (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995).
Así, más del 99% de los microorganismos quedarían sin detectar si se utilizaran procedimientos están-
dares de cultivo. Por ello, se hace necesaria la utilización de otras técnicas de detección e identificación
como pueden ser, por ejemplo, las técnicas moleculares. Estas técnicas no requieren el cultivo de micro-
organismos, y por tanto, reflejan más fielmente la composición de las comunidades microbianas natura-
les. Gracias a las técnicas moleculares se ha descubierto la existencia de numerosos microorganismos
previamente desconocidos (Liesack y Stackebrandt, 1992; Hugenholtz et al., 1998; Angert et al., 1998;
Rappé y Giovannoni, 2003).
Cada microorganismo posee secuencias de ácidos nucleicos únicas que pueden ser utilizadas para su
detección e identificación. Los elementos más utilizados para la identificación de microorganismos por
métodos moleculares son los genes de ARN ribosómico (ARNr) y especialmente el gen de ARNr 16S para
Bacteria y el 18S para Eukarya (Woese et al., 1987). Los genes de ARNr han sido ampliamente utilizados
para proporcionar información sobre la taxonomía y filogenia de los microorganismos.
Mediante la utilización de técnicas moleculares basadas en el análisis de ADN es posible conocer los
miembros más significativos de una comunidad microbiana determinada. Sin embargo, generalmente,
sólo una parte de esos componentes presentan actividad fisiológica detectable ya que en un ecosistema
natural la gran mayoría de los microorganismos suelen estar en estadios de reposo a la espera de condi-
ciones ambientales favorables para su desarrollo. El empleo de técnicas de análisis basadas en el ARN
permite la detección de la fracción de las comunidades microbianas que presentan una actividad meta-
bólica significativa con respecto al total de la comunidad. Esto es posible ya que la cantidad de ARN por
célula es proporcional a su actividad metabólica (Molin y Givskov, 1999; Nogales et al., 1999; Mills et al.,
2004) y por tanto una mayor actividad celular es proporcional a un contenido elevado de ARN por célu-
la. La detección de microorganismos metabólicamente activos puede ser muy útil para determinar aque-
llos que participan directamente en el desarrollo de comunidades microbianas y en procesos biogeoquí-
micos relacionados con fenómenos de deterioro en abrigos y cuevas con representaciones prehistóricas.
En este estudio se emplearon técnicas moleculares basadas tanto en el ADN como el ARN para deter-
minar los componentes de las comunidades microbianas que se desarrollan en los abrigos estudiados.
Los métodos de análisis de imagen presentan un claro interés para monitorizar fenómenos que afectan la
preservación de pinturas en abrigos naturales. La cubierta pictórica de los abrigos se ha documentado
tradicionalmente mediante métodos de calco directo. Estos métodos presentan varios inconvenientes,
como la documentación diferencial de los motivos: sólo lo que se ve puede ser reflejado en un calco tra-
dicional. Sin embargo, al utilizar otros medios de documentación a veces se hacen patentes figuras o tra-
zos no visibles a simple vista (Montero et al., 1998; Mark y Billo, 2006). Las técnicas de análisis de ima-
gen comienzan en la actualidad a emplearse sistemáticamente para la documentación de arte rupestre.
Sin embargo, pueden distinguirse dos tipos de tratamiento de imágenes. Por una parte, la mayoría de los
investigadores utilizan métodos que podríamos llamar “de retoque fotográfico”. Estos métodos funda-
mentalmente consisten, bien en la sustracción de colores o eliminación de fondos (como ejemplo,
Cantalejo et al., 2006), bien en la ecualización de la imagen para conseguir un incremento del contraste
(Mark y Billo, 2002). La alternativa al retoque fotográfico se basa en el álgebra de imagen y los algoritmos
de clasificación (Vicent et al., 1996; Montero et al., 1998). El carácter multibanda de la imagen obtenida
mediante cámaras fotográficas digitales permite realizar operaciones algebraicas para cada píxel, cuyo
valor corresponde con la reflectividad de las distintas cubiertas a determinadas longitudes de onda
(Chuvieco, 2002). Para imágenes altamente correlacionadas, la extracción de colores no es, ciertamente


















tales como el Análisis de Componentes Principales (PCA). Las nuevas bandas obtenidas mediante estas
técnicas representan transformaciones a nuevos sistemas de referencia con ejes ortogonales (Vicent et
al., 1996), por lo que los resultados son aptos para operaciones de clasificación ya que no se alteran los
valores originales de los píxeles (Chuvieco, 2002). En este trabajo se ha utilizado un enfoque basado en
el álgebra de imágenes para la definición espacial de motivos pintados centrándose, fundamentalmente,
en el abrigo Muriecho L.
II. MATERIAL Y MÉTODOS
II.1. Zonas de estudio
En este estudio se ha trabajado sobre muestras procedentes de dos abrigos distintos y sustancialmente
diferentes entre sí. El primero, La Fuente del Trucho, es un abrigo profundo con zonas en las que pene-
tra poca intensidad lumínica, abierto en calizas eocenas y situado cerca de la confluencia del barranco del
Trucho y el río Vero. En su interior se han documentado 22 paneles con representaciones pintadas y gra-
badas (Ripoll et al., 2001) que se datan estilísticamente en dos fases: un primer momento encuadrable en
el Gravetiense y un segundo posicionado en un momento transicional entre el Solutrense Final y el
Magdaleniense Inicial (Ripoll et al., 2001). El registro arqueológico del abrigo muestra tres unidades dife-
renciadas para las que se cuenta con dataciones absolutas correspondientes a la unidad inferior: 22.460
±150 BP (14C AMS) y a la superior: 19.060 ±80 BP (14C AMS) (Mir y Salas, 2000). El otro abrigo objeto
de estudio, Muriecho L, se abre en las formaciones calizas que flanquean el lecho del barranco de
Fornocal, subsidiario del río Vero. Orientado casi totalmente al S, se trata de una cavidad de 5,60 m de
profundidad máxima y 17 m de anchura máxima. Las representaciones parietales de este abrigo son
exclusivamente de estilo Levantino, distribuyéndose en 4 paneles. No existen depósitos arqueológicos en
el suelo de este abrigo (Baldellou et al., 2000).
II.2. Recogida y tratamiento de las muestras
Las muestras se recogieron con material estéril, se preservaron con solución RNAlater® (Ambion, Foster
City, California, EE.UU.) y se mantuvieron a 4ºC hasta la llegada al laboratorio, donde se conservaron a
-80ºC hasta su procesamiento.
II.3. Análisis de ADN y ARN
Se extrajo el ADN y el ARN de las muestras recogidas. El ADN fue extraído usando el kit de extracción
Nucleospin Food DNA (Macherey-Nagel, Düren, Alemania) y el ARN total utilizando el kit
RNAqueous4PCR kit (Ambion Inc., Austin, Texas, EE.UU.) que incluye un tratamiento con DNasaI para eli-
minar cualquier resto de ADN en el extracto final de ARN. Los ADN complemetarios (ADNc) al ARN de los
genes de ARNr 16S se sintetizaron utilizando la transcriptasa inversa Thermoscript (Invitrogen, Carlsbad,
Caliornia, EE.UU.) a 55ºC, durante una hora, con el cebador 518R (ATTACCGCGGCTGCTGG) (Muyzer et
al., 1993) específico complementario al gen ARNr 16S bacteriano. El ADNc obtenido fue utilizado como
ADN molde para reacciones de amplificación por “Polymerase Chain Reaction” (PCR). La polimerasa
usada para la reacción de PCR fue Extaq (Takara, Shiga, Japón) con los cebadores 616F (AGAGTTT-
GATYMTGGCTCAG) (Zimmermann et al. 2005) y 907R (CCCCGTCAATTCATTTGAGTTT) (Weisburg et al.,
1991) para la detección de bacterias y el par de cebadores CYA 106F (CGGACGGGTGAGTAACGCGT-
GA) y CYA 781R (GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT) (Nübel et al., 1997) para la detección específica
de cianobacterias. Las condiciones térmicas durante esta reacción fueron las siguientes: Un paso de 2


















un paso de hibridación de cebadores a 55ºC durante 15 s y un paso de extensión a 72ºC durante 2 min.
Todo ello seguido por un paso de extensión final a 72ºC durante 10 min.
Los perfiles moleculares de las comunidades microbianas activas y totales se obtuvieron mediante elec-
troforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) siguiendo el método descrito por González y Sáiz-
Jiménez (2004) y utilizando los cebadores 518R y 341F (TACGGGAGGCAGCAG) al que se le ha unido
una cola rica en G y C para estabilizar la hebra de ADN durante la migración en el gel de poliacrilamida
(Muyzer et al. 1993). Se utilizaron marcadores de migración (fragmentos de ARNr 16S de Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Paenibacillus sp. y Streptomyces sp.) como referencia para localizar la posi-
ción de los fragmentos clonados en perfiles moleculares obtenidos mediante DGGE.
Los productos de amplificación por PCR se purificaron mediante un kit de puficación JetQuick (Genomed,
Alemania) y clonados con TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU). Las genotecas
de genes de ARNr 16S así construidas se emplearon para identificar los componentes microbiológicos de
la comunidad. Para la selección de los clones de estas genotecas se utilizó el método previamente des-
crito por González et al. (2003). Para determinar los homólogos más cercanos a las secuencias obteni-
das se utilizó la base de datos Genbank disponible en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias fueron analizadas mediante el algoritmo de bús-
queda BLAST (Altschul et al., 1990) también disponible por Internet en el NCBI. Las secuencias obteni-
das fueron analizadas en busca de posibles estructuras quiméricas usando Ccode (González et al., 2005).
II.4. Análisis de imagen
Se aplicó Análisis de Componentes Principales a imágenes digitales tribanda de 3.1 Mp del abrigo Muriecho
L utilizando el software HyperCube (US Army Topographic Engineering Centre, Alexandria, Virginia, EE.UU.),
utilizando el método de la matriz de covarianzas. Este mismo software ha servido para elaborar imágenes
en falso color. Operaciones adicionales, como el escalado y la extracción de fondos, se han llevado a cabo
utilizando el paquete ImageJ (National Institutes of Health, Rocksville, Maryland, EE.UU.).
III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El conocimiento de los microorganismos que componen las comunidades microbianas y el análisis de
imagen de las representaciones artísticas encontradas en los abrigos estudiados representan dos estra-
tegias importantes para comprender el deterioro y estado de conservación de esas pinturas y gestionar
medidas adecuadas para su conservación.
Los microorganismos presentes en los abrigos de la Fuente del Trucho y Muriecho L han sido estudiados,
siguiendo las técnicas más innovadoras existentes hoy en día, principalmente, en base a métodos mole-
culares de detección de ADN y ARN. Se han investigado los grupos de microorganismos presentes en
dichos abrigos (a partir de ADN) y aquellos grupos de microorganismos que se presentan como metabó-
licamente activos (a partir de su ARN). También se han obtenido perfiles moleculares por DGGE que carac-
terizan las comunidades microbianas (en base al ADN y al ARN) de los enclaves estudiados (Figura 2).
Entre las comunidades microbianas detectadas en depósitos salinos de color blanco en la Fuente del
Trucho destacaban las Gamma Proteobacteria como grupo predominante entre las bacterias metabóli-
camente activas. En una zona con aspecto ahumado (negra) destacaba la presencia de Actinobacterias
metabólicamente activas. Otros grupos representativos encontrados en esas muestras fueron Alfa y Beta
proteobacterias, Actinobacterias, Bacteroidetes y Firmicutes. Estos resultados se diferencian de la comu-
nidad microbiana detectada en el suelo del abrigo en la que predominaban como bacterias metabólica-


















En el abrigo Muriecho L se han analizado fundamentalmente las colonizaciones por algas endolíticas y
microorganismos que han colonizado zonas de escorrentía y que cubren zonas significativas de este abri-
go. Se observó el desarrollo incipiente de organismos fotosintéticos bajo la capa superficial de roca
(comunidad endolítica). El componente fotosintético de esta comunidad se compone fundamentalmente
de Cianobacterias (fundamentalmente Chroococcidiopsis, Cylindrospermum, y Phormidium) y musgos
(Briofitas). Además, entre las bacterias asociadas a estos productores primarios se detectaron
Bacteroidetes, Actinobacterias, y otras que corresponden a grupos microbianos aún no clasificados taxo-
nómicamente. En este abrigo se observó una escorrentía de color gris que cubría una zona importante
del mismo. En esta escorrentía se detectó la proliferación de una comunidad microbiana basada en el cre-
cimiento de Cianobacterias (Nostoc, Anabaena, Microcoleus) y donde también se detectaron bacterias
pertenecientes a la división Chloroflexi que generalmente suelen ser bacterias fotosintéticas. Su creci-
miento y desarrollo parece estar favorecido por el aporte de materia orgánica e inorgánica disuelta en las
aguas de escorrentía. Otras bacterias asociadas a esta comunidad pertenecían a las Alfa proteobacterias
y Actinobacterias. Una muestra de roca de este abrigo permitió la detección, principalmente, de Gamma
proteobacterias y Cianobacterias (Nostoc).
Algunos de los grupos bacterianos detectados, como Acidobacterias, Bacteroidetes, Chloroflexi o
Gemmatimonadetes, poseen escasos representantes cultivados por lo que existe un elevado desconoci-
miento sobre su metabolismo y hábitats idóneos para su desarrollo. Este hecho dificulta la evaluación del
riesgo existente para la conservación de estos abrigos como consecuencia del crecimiento de esos
microorganismos y subraya la importancia de utilizar métodos moleculares para su detección.
En la mayoría de muestras analizadas, el perfil molecular de la comunidad metabólicamente activa obte-
nido a partir del ARN mostraba un menor número de bandas que el correspondiente perfil molecular obte-
nido por análisis basado en el ADN (Figura 2). Idealmente, la detección de miembros activos de las comu-
nidades permitiría enfocar el estudio en aquellos microorganismos que participan directamente en los pro-
cesos de colonización y alteración de los sustratos. En este estudio, la determinación de los miembros
activos de las comunidades se ha llevado a cabo a través de análisis de ARN. Por otro lado, existe una
fracción importante de los microorganismos en estas comunidades que no se encuentran metabólica-
mente activos pero que podrían cambiar su situación si se producen alteraciones en el ecosistema estu-
diado, representando así un riesgo potencial para la conservación de estas pinturas. Por este motivo tam-
bién es fundamental el análisis basado en el ADN para detectar la mayoría de los microorganismos pre-


















Figura 2. Ejemplo de perfiles moleculares basados en ADN y
ARN obtenidos a partir de una muestra de precipitado blan-
co recogida en el abrigo de la Fuente del Trucho. A la dere-
cha del perfil se indican los principales grupos microbianos
identificados así como su correspondiente migración en la
DGGE. Con un asterisco se indican las secuencias obtenidas
a partir del ADN.
Las imágenes digitales obtenidas de las paredes de Muriecho L, pintadas en rojo sobre un soporte con
tintes rojizos, presentaban un alto grado de correlación visual (Figura 3). Por ello, se recurrió a PCA, una
técnica ampliamente utilizada en Teledetección Espacial (Chuvieco, 2002), para descorrelacionar los
datos al representarlos sobre un nuevo sistema de coordenadas ortogonales. El resultado de la aplicación
de esta técnica es una serie de pseudobandas (tantas como bandas tenga la imagen original), que refle-
jan información descorrelacionada entre sí (Montero et al., 1998; Vicent et al., 1996). El porcentaje de
información recogido por cada pseudobanda viene dado por su autovalor, que corresponde al factor de
escala del autovector que define cada uno de los ejes del nuevo sistema de referencia. La Tabla 1 mues-
tra los porcentajes de información recogidos en cada una de las pseudobandas obtenidas mediante PCA
aplicado a la imagen de la Figura 3A. Mediante el uso de PCA se posibilita la eliminación de datos redun-
dantes, facilitándose la visualización de los motivos pictóricos cuyo contraste se pretende mejorar.
Como puede observarse en la Tabla 1, la segunda Componente Principal (CP) es la más pertinente para
hacer destacar la pintura con respecto a la roca soporte, ya que la 1ª CP, al recoger un porcentaje tan
alto de información, no permite diferenciar entre estos dos elementos.
La información recogida en la 2ª CP se refiere fundamentalmente a la capa pictórica, mientras que la 3ª
CP aporta información fundamentalmente sobre el microrelieve y fisuraciones de la roca soporte.
A partir de las imágenes recogidas en la Figura 3, se elaboraron dos imágenes en falso color asignando
diferentes bandas a las que corresponderían al rojo, verde y azul del modelo RGB. La correspondiente a
la Figura 3A se compuso utilizando la banda roja del visible y dos veces la correspondiente a la 2ª CP. La


















Figura 3. Fotografías digitales de distintas vistas del Panel 1 (Baldellou et al., 2000) de Muriecho L.
Tabla 1. Información registrada por cada una de las componentes principales de la imagen de la Figura 3A
obtenida a partir de sus autovalores.






















Figura 4. Principales discrepancias entre el calco original del Panel 1 de Muriecho L (Baldellou et al., 2000) y las imágenes obteni-
das en este trabajo. 1. Presencia de un posible personaje no recogido en el calco; 2. El personaje porta un instrumento similar al
que lleva en su mano la figura que se sitúa inmediatamente a su derecha; 3. Posible figura zoomorfa no reflejada en el calco; 4.
Líneas junto al arco no reflejadas en el calco; 5. Pérdida de pintura en la pezuña del cérvido, así como carácter no bisulco de la
misma. La imagen en tonos rojos corresponde con la Figura 3A; la imagen en tonos azules con la Figura 3B.
además se utilizó una banda creada a partir de la sustracción del fondo a la 2ª CP y una tercera elabora-
da mediante la conversión de la imagen original a escala de grises y selección de los valores de gris más
cercanos al negro. Este segundo tratamiento se probó para intentar minimizar la influencia del fondo a la
hora de destacar las figuras pintadas. Al comparar los resultados del análisis de imagen con el calco publi-
cado (Baldellou et al. 2000) de las pinturas de este abrigo, elaborado mediante métodos tradicionales,
pudo comprobarse que, a pesar de que éste reflejaba con bastante fidelidad los elementos existentes,
algunos detalles no aparecían recogidos. Las principales discrepancias se señalan en la Figura 4.
La aplicación de técnicas de análisis de imagen a los motivos rupestres de Muriecho L ha permitido con-
trastar la utilidad de estos métodos para la mejora en la visibilidad de motivos no visibles a simple vista
en imágenes altamente correlacionadas, si bien es necesaria la comprobación de los resultados obteni-
dos ya que existe la posibilidad de que aparezcan artefactos en el proceso de elaboración de las imáge-
nes en falso color. En este sentido, el falo con el que aparece dotado el personaje que sostiene las cuer-
nas del cérvido, no recogido en el calco, se ha podido identificar como producto de una sombra en el
fotograma.
IV. CONCLUSIONES
Se comprobó la presencia de comunidades microbianas muy complejas y diferenciadas entre las distin-
tas zonas estudiadas y con claro interés de cara a la conservación de estos enclaves. Además se han
detectado nuevos motivos pictóricos, identificados mediante análisis de imagen.
El conocimiento de los microorganismos que componen esas comunidades microbianas y el análisis de
imagen de las pinturas que se encuentran en estos abrigos representan contribuciones importantes para
gestionar estrategias adecuadas de conservación de los abrigos estudiados además de permitir obtener
información sobre los procesos de deterioro que afectan a estas pinturas y la monitorización del estado
de conservación de las mismas en escalas espacio-temporales.
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